(S)-1-[N-(4-chlorobenzyl)succinamoyl] pyrrolidine-2-carbaldehyde (ONO-1603) の初代培養中枢神経細胞における分化・生存促進作用及び細胞死抑制作用に関する研究 by 勝部 伸夫
(S)-1-[N-(4-chlorobenzyl)succinamoyl]
pyrrolidine-2-carbaldehyde (ONO-1603) の初代培
養中枢神経細胞における分化・生存促進作用及び細
胞死抑制作用に関する研究
著者 勝部 伸夫
号 3159
発行年 1999
URL http://hdl.handle.net/10097/21899
 氏名(本籍)
 学位の種類
学位記番号
学位授与年月日
 学位授与の条件
最終学歴
学位論文題目
かつぺのぶ
勝部伸
博
お
 夫(島根県)
 士(医学)
 医第3159号
 平成11年3月3日
 学位規則第4条第2項該当
 昭和54年3月
京都大学薬学部製薬化学科卒業
 (S)一1一[N一(4-chlorobenzy・1)succinamoyl]
 pyrrolidine-2-carbaldehyde(ONO-1603)の初代
 培養中枢神経細胞における分化・生存促進作用及
 び細胞死抑制作用に関する研究
論文審査委員
 (主査)
教授成澤邦明 教授渡辺建彦
教授糸山泰人
 一685一
論文内容要旨
 著者らが創製した(S)一1一[N一(4-chlorobenzy1)succinamoyl]pyrrolidine-2-carbaldehyde
 (ONO-1603)は,プロリルエンドペプチダーゼ阻害作用を有し,抗痴呆薬として臨床開発中で
 ある。本化合物の中枢神経細胞における作用機構を神経化学的に解明する目的で,初代培養小脳
 顆粒神経細胞(CGC)及び大脳皮質神経細胞(CCC)を用い,分化及び生存促進作用ならびに
 細胞死抑制作用を,アルツハイマー病(AD)において抗痴呆薬として使用されている
 tetrahydro-amino-aeridine(THA)の作用と比較検討した。
 先ず著者は,分化過程にあるCGC(培養2～8日)の培地のKC1濃度を25mMから15mMに
 することによって生じる分化・生存能の低下に対して,ONO-1603が0.03μMといった低濃度
 で生存および突起伸長を促進することを見い出した。この作用はTHA(30μMで有効)と同様
 に,m3一ムスカリン性アセチルコリン受容体の誘導および受容体作動性イノシトールリン酸代謝
 回転の増強を介することが判明した。
 一方,初代培養ラットCCC及びCGCは,新たな培養液への交換なしに培養を継続すると,培
 養開始より2週間以上後において突然急激なアポトーシス様の細胞死(age一誘発性アポトーシス)
 を呈する。著者は,トルイジンブルー染色あるいはFDA-PI染色による形態的観察およびアガロー
 スゲルにおけるゲノムDNA断片化形成の生化学的解析から,ONO-1603及びTHAの両薬物が
 このage一誘発性アポトーシスを遅延させることを見い出した。ONO-1603の作用はTHAに比して,
 最大保護作用発現濃度が300倍低い(ONO-1603;0.03μM,THA;10μM)こと,有効濃度域
 が広い(ONO-1603;0.03-1μM,THA;3-10μM)こと,高濃度域でも細胞毒性がみられない
 (ONO-1603は100μMで細胞毒性を示さない,THA;30μM以上で重度な細胞毒性を示す)こ
 となどから優位性を示した。両薬物の作用はプロリルエンドペプチダ一世やアセチルコリンエス
 テラーゼの阻害作用とは無関係のものと考えられた。
 著者らは,glyceraldehyde-3-phosphatedehydrogenase(GAPDH;EC1.2.L12)の過剰発現
 が種々刺激による神経細胞のアポトーシスに“killingprotein"として関与していることを提唱
 しているが,両薬物ともに,age一誘発性アポトーシスに陥る培養神経細胞の膜画分における
 GAPDHmRNAの過剰発現及びGAPDH蛋白質の蓄積を阻害した。従って,本実験における
 ONO-1603とTHAの神経保護作用は,“killingprotein"である可能性が示唆されている
 GAPDH蛋白質の過剰発現の抑制作用によるものと考えられた。
 本研究より著者は,ONO-1603の神経細胞に対する新たな作用を見い出すとともに,ADに対
 一686一
 する抗痴呆作用に加えて,他の神経変性疾患への適用の可能性を示唆した。更に,本研究より得
 られた知見は今後の新規抗痴呆薬の創製に新たな局面を提供しうるものと考えられる。
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 審査結果の要旨
 本研究はプロリルエンドペプチダーゼ阻害作用を有する(S)一1一[N一(4-chlorobenzy1)succinamoy1]
 pyrroiidine-2-carbaldhyde(ONO-1603)の中枢神経細胞における作用機構を神経化学的に解明
 する目的で,初代培養小脳顆粒神経細胞(CGC)の分化及び生存促進作用,大脳皮質(CCC)
 及びCGCの細胞死抑制作用を検討したものである。
 1)未分化小脳神経細胞(培養2～8日)は培地のKCl濃度を25mMから15mMにすると分
 化・生存能の低下を来すが,ONO-1603を(0.03μM)補足し培養すると,15mMでも分化・生
 存能の低下は見られないことを明らかにするとともに,この作用がmB一ムスカリン性アセチル
 コリン受容体の誘導および受容体作動性イノシトールリン酸代謝回転の増強を介することを明ら
 かにした。
 2)一方,初代培養ラットCCC及びCGCは,新たな培地液への交換なしに培養を継続すると,
 培養開始より2週間以上後にage一誘発性アポトーシスが見られる。申請者はONO-1603がこの
 age一誘発性アポトーシスを0.03μMの低濃度で遅延させることを見いだした。この作用は,現
 在抗痴呆薬として使用されているtetrahydroamino-acrid1ne(THA)に比して,最大保護作用
 発現濃度が300分の1であり,有効濃度域が広く,高濃度域でも細胞毒性が見られないなどの利
 点を持っていることを明らかにした。
 3)age一誘発性アポトーシスに陥る培養神経細胞の膜画分にglyceroaldehyde-3-phosphate
 dehydrogenase(GAPDH)mRNAの過剰発現およびGAPDH蛋白質の蓄積が見られることが
 知られている。ONO4603とTHAがこのGAPDHmRNAの過剰発現やGAPDH蛋白質の蓄積
 を阻害することを明らかにし,ONO-1603やTHAにみる神経保護作用がGAPDH蛋白質の過剰
 発現の抑制作用によることを示唆している。
 以上のように,本研究はONO-1603の神経細胞に対する新たな作用を明らかにするとともに,
 アルツハイマーに対する抗痴呆作用に加えて,他の神経変性疾患への適用の可能性を示唆したも
 のであり,学位に値するものと評価される。
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